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摘要 : 为 探究 葡萄 CBF4 基因 的 结构 和 表达 特征 ， 该 研究 以 葡萄 为 材料 ， 对 葡萄 CBF4 基因 进行 生 
物 信息 学 及 低温 和 硅 酸 钾 响 应 分 析 。 结 果 表 明 : CBF4 蛋白 定位 在 细胞 核 ， 有 5 个 磷酸 化 位 点 和 14 
个 糖 基 化 位 点 ， 无 信号 肽 ， 是 一 个 亲 水 的 、 脂 溶性 较 差 的 膜 外 蛋白 。 二 级 结构 以 无 规则 卷曲 为 主 ， 
比例 为 56.88%。 该 蛋白 包含 一 个 AP2/EREBP 结构 域 。CBF4 蛋白 的 多 序列 和 系统 进化 分 析 表 明 酿 酒 
葡萄 与 美洲 葡萄 的 同 源 性 最 高 、 杂 缘 关 系 最 近 。 菊 光 定 量 PCR 分 析 显 示 ， 低 温 胁 迫 后 CBF4 基因 
在 葡萄 叶片 中 表达 水 平 上 调 ， 说 明 CBF4 基因 可 能 参与 了 葡萄 叶片 低温 胁迫 的 响应 。 低 温 条 件 下 ， 
施加 硅 酸 钾 CBF4 基因 表达 具有 差异 性 ， 说 明 该 基因 在 不 同 的 葡萄 组 织 中 对 硅 酸 钾 的 响应 机 制 可 能 
不 同 。 以 上 结果 为 进一步 研究 葡萄 CBF4 基因 的 功能 和 机 理 莫 定 了 基础 。 
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Bioinformatics of grape CBF4 and its response to low 


temperature and potassium silicate 
ZHANG Hongmei, WANG Wangtian , ZHANG Rui, YANG Ke, 
WANG Baoqiang, WANG Cuiling 
(College of Life Science and Technology, Gansu Agricultural University, Key Laboratory of Crop Science in Arid 
Habitats, Lanzhou 730070, China) 
Abstract: In order to explore the structure and expression characteristics of CBF4 gene from grapes the 
study analyzed the grape CBF4 gene from the aspects of bioinformatics and low temperature and potassium 
silicate response. The results were as follows: CBF4 protein was located in the nucleus, there are 5 
phosphorylation sites and 14 glycation sites, without signal peptide. It is a hydrophilic, a poor lipid 
solubility and an extra-cellular protein. The secondary structure was dominated by random coil, with a ratio 
of 56.8896. The protein contains an AP2/EREBP domain. The multiple sequence alignment and 
phylogenetic analysis of CBF4 protein show that wine grapes and American grapes have the highest 
homology and the closest genetic relationship. Quantitative real-time PCR analysis indicated that the 
expression level of CBF4 gene in grape leaves was up-regulated after low temperature stress, indicating 
that CBF4 gene may be involved in the response of grape leaves to low temperature stress. Under low 
temperature conditions, the CBF4 gene expression is different when potassium silicate is applied, 
indicating that the response mechanism of this gene to potassium silicate may be different in different grape 
tissues. These results lay a foundation for further study on the function of CBF4 gene in grapes. 
Key words: grape, CBF4, low temperature stress, bioinformatics, RT-PCR 
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葡萄 是 世界 最 古老 的 落叶 果树 之 一 ， 各 地 均 有 栽培 ， 已 成 为 重要 的 果树 经 济 作物 ， 种 植 面 积 和 
产量 居 世 界 首位 ， 是 我 国 重要 的 果树 。 中 国 北 方 的 葡萄 由 于 低温 冻害 使 得 产量 减少 ， 造 成 巨大 的 经 
济 损失 。 因 此 研究 葡 菊 的 低温 响应 机 理 ， 提 高 葡萄 对 低温 的 适应 性 是 十 分 必要 的 。 

ÆJ AP2/EREBP 转录 因子 群 的 一 个 亚 科 ，DREB/CBF 基因 在 对 非 生 物 胁迫 的 耐 受 性 中 发 挥 核 
心 作用 , 植物 在 低温 胁迫 下 表现 出 CBF 依赖 的 应 答 通 路 。CBF 能 够 与 启动 子 中 的 核心 片段 (CCGAC) 
d M d 的 转录 水 平 〈“Haake，2002)。 研 究 表明 拟 南 芥 CBF1. CBF2 和 CBF3 都 位 于 

染色 体 上 ， 且 紧密 分 布 于 短 臂 72.8 cM 处 ， 它 们 编码 与 AP2/ERF 家 族 密 切 相 关 的 转录 因子 ， 这 些 
转录 因子 与 CBF 调控 基因 启动 子 中 存在 的 CRT/DRE DNA 调控 元 件 结合 。CBF2 基因 能 够 负 调 控 
CBF7 和 CBF3 从 而 调控 下 游 COR 等 抗 寒 基因 的 表达 来 提高 植物 抗 寒 性 (Novillo et al., 2004; SHE 

等 ，2011; 董 亚 茹 等 ，2017) 。 而 CBF4 则 位 于 拟 南 芥 的 V 号 染色 体 上 ， 是 唯一 已 知 的 CBF 基因 
参与 脱落 酸 (ABA) 依 赖 的 信号 通路 〈 沙 丽 娜 ，2009) 。 这 些 研 究 成 果 说 明 CBF 转录 因 子 对 植物 的 抗 
寒 、 抗 旱 和 抗 盐 碱 等 胁迫 过 程 发 挥 着 重要 的 作用 。 研 究 表明 ， 硅 (Si) 可 以 提 高 水 稻 〈 任 学 坤 等 
2007)、 小 麦 〈 郑 世英 等 ，2015$)、 高 粱 〈 刘 朋 等 ，2014) 等 植物 的 抗 逆 性 ， 施 加 外 源 硅 能 够 提 高 低 
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温 胁 迫 下 葡萄 叶片 渗透 调节 物质 含量 ， 促 进 蕉 糖 转运 速率 ， 绥 解 活性 氧 积累 ， 增 强 耐寒 性 〈 郑 凯 翔 
等 ，2019)。 

目前 国内 CBF 基因 主要 集中 于 拟 南 芥 (Michael et al., 2010)、 大 豆 (Kidokoro et al., 2014)、 玉 
X (Zhang etal., 2010)、 番 茄 〈Yuasa et al., 2014) 等 植物 的 研究 ， 对 葡萄 中 CBF 基因 的 抗 寒 作用 等 
方面 研究 较 少 ， 尤其 对 CBF4 在 外 源 硅 与 低温 协同 作用 下 的 表达 没有 见报 道 。 本 研究 对 CBF4 基因 
编码 的 蛋白 进行 全 面 的 生物 信息 学 分 析 ， 对 葡萄 幼苗 进行 低温 和 硅 酸 钾 处 理 ， 并 对 CBF4 基因 进行 
实时 效 光 定量 分 析 ， 以 期 为 CBF4 基因 的 表达 特性 及 其 功能 研究 莫 定 理论 基础 。 
1 材料 与 方法 
1.1 序列 来 源 

利用 NCBI 数据 库 获 取 酿 酒 葡萄 基因 CBF4 (GenBank:DQ497624.1)。 
1.2 蛋白 质 结构 预测 
1.2.1 一 级 结构 

通过 Expasy 进行 氨基 酸 残 基 的 数目 和 组 成 ， 蛋 白质 的 一 级 结构 的 在 线 分 析 。 
1.2.2 二 级 结构 

利用 SOPMA 进行 二 级 结构 的 预测 ; 利用 ProtScale 预测 蛋白 的 亲 玻 水 性 ; 利用 TMHMM Server 
v.2.0 预测 蛋白 的 跨 膜 结构 ， 利 用 SignalP4.0 预测 蛋白 的 信号 肽 。 


1.2.3 磷酸 化 位 点 和 糖 基 化 位 点 预测 


分 别 
1.2.4 CBF4 有 蛋 
使 
寺 构 域 预测 
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1.2.6 三 级 结构 


通过 SWISSMODEL 对 葡萄 CBFA 基因 
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使 用 KinasePhos 和 NetOGlyc 4. 0 预测 和 蛋白 的 磷酸 化 和 糖 基 化 位 点 。 
白 的 细胞 定位 


] PSORT Prediction HY 的 细胞 定位 。 
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1.3 同 源 性 比 对 及 系统 进化 树 构建 


通过 NCBI 在 线 比 对 
件 进 行 系统 进化 树 的 构建 。 
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NCBI 中 的 CDD 数据 库 对 如 


的 结构 域 进行 分 析 。 


编码 蛋白 的 三 维 结构 进行 同 源 建 模 。 


D: 


同 源 性 较 高 的 其 他 植物 的 氨基 酸 请 


1.4 低温 胁迫 对 葡萄 组 织 CBF4 基因 的 荧光 定量 PCR 分 析 


以 酿酒 葡萄 


入 装 有 1/2 强度 Haogland 营养 液 的 水 培 贫 〈10 cmx10 cmx9 cm)， 用 泡沫 板 


箱 中 培养 (温度 25 C; Wb 


度 60%; 


周 后 ， 按 实验 设计 分 别 进 和 
照 为 不 加 硅 酸 钾 的 葡萄 水 培 
片 、 根 部 ， 
葡萄 叶片 、 根 部 的 CBF4 
qRT-PCR 反应 液 的 配制 ， 
定量 分 析 软 件 读 取 , K 
1 )。 


j 2-AACT 7 


fT 6i (25 


提取 RNA、 反 转录 得 到 CDNA， 


基因 表达 水 平 
在 定量 PCR 


， 且 其 他 


试管 苗 贝 达 为 试验 材料 ， 当 植株 长 至 $ 片 叶 时 ， 选 取 长 势 一 致 的 幼苗 炼 苗 
固定 ， 在 人 工 气候 培养 
光照 强度 5 000 1x) 60 d， 营 养 液 每 2 d 更 换 1 次 。 外 源 硅 处 理 一 
过 程 持续 


C) 及 室内 模拟 低温 (5 'C) 处 理 ， 各 处 理 


列 ， 再 利用 MEGAX 软 


3 d 后 移 


光照 ， 对 


F 相 同 。 低 温 处 理 3、9p 后 分 别 取 
以 葡萄 管家 基 
进行 分 析 ， 根 据 TAKARA SYBR GREEN 试剂 盒 
仪器 上 进行 试验 ， 所 有 


也 条 伯 


表 1 引物 序列 及 退火 温度 


Table 1 Primer sequence and annealing temperature 


组 幼苗 的 中 音 
因 ubiquitin (AY684131.1) 为 内 参 基因 


了 幼 嫩 中 
对 
说 明 书 进行 


试 样 重复 3 次 ，qRTPCR 生成 的 数据 由 
去 对 所 得 数据 进行 分 析 。 根 据 基因 序列 设计 引物 ， 得 到 引物 序列 〈 表 


引物 Em 反问 退火 温度 
Primer Positive Reverse Annealing 
temperature(°C) 
CBF4 S'-AAGTGGGTATGCGAGGTAAG-3' 5-TTCTGAATGTCCTTGGCG-3' 60 
ubiquitin 5-GGCTTGGGAGATGGGAAAC-3' 5-TCCTACAATACCACCAAACATAGCA-3' 60 
1.5 数据 处 理 


采用 Origin9 和 SPSS22.0 软件 进行 数据 处 理 和 分 析 , 35] 


间 的 差异 显著 4 
2 结果 与 分 析 
2.1 蛋白 质 结构 分 析 
2.1.1 一 级 结构 


生 Ca-0.05). 


] Duncan 双 因 素 方差 分 析 每 个 处 理 之 


对 CBF4 蛋白 的 理化 性 质 分 析 得 葡萄 CBF 和 蛋白 的 分 子 式 为 ClosHie1N3110326S14， 由 表 2 可 知 
葡萄 CBF4 和 蛋白 相对 分 子 量 为 2422 kyD， 理 论 等 电 点 (pl) 为 5.42; 不 稳定 系数 51.89， 总 平均 亲 水 
性 -0.621， 表 明 该 蛋白 为 不 稳定 的 亲 水 性 蛋白 ， 脂 肪 系数 61.83， 表 明 脂 溶 性 比较 差 。 

表 2 CBF4 $ A AEREE 
Table 2 Physical and chemical properties of amino acids in CBF4 protein 


DEPETISE TUMEIULEET LEE: 1 98 1. DARAUS 


基 医 
Molecular Theoretical 基数 基数 Instability Aliphatic Grand average 
Gene weight I Are +L A GI index index of 

2 p gts poe hydropathicity 
CBF4 24.22 5.42 27 34 51.89 61.83 -0.621 
HX 3 可 知 ， 葡 萄 CBF 蛋白 的 20 种 氨基 酸 中 ，Ala 含量 最 多 (11.0%)， 其 次 为 Arg (8.7%) 


与 Asp (8.3%), 氨基 酸 含量 最 小 的 是 Gln (0.9%) 。 其 中 极 性 氨基 酸 占 56.995, 非 极 性 氨基 酸 占 43.1%。 
K 3 CBF4 蛋白 氨基 酸 组 成 分 析 


Table 3 Analysis of amino acid composition of CBF4 protein 


氨基 酸 组 成 百分比 氨基 酸 组 成 百分比 
Amino acid composition Percentage (%) Amino acid composition Percentage (%) 
CAaA 0 Vv) 64 

Arg (R) 8.7 Tyr (Y) 1.8 
Asn (N) 4.1 Trp (W) 2.3 
Asp (D) 8.3 Thr (T) 3.7 
Cys (C) 1.4 Ser (S) 7.3 
Gln (Q) 0.9 Pro (P) 7.3 
Glu (E) 7.3 Phe (F) 2.8 
Gly (G) 6.9 Met (M) 5.0 
His (H) 2.8 Lys (K) 3.7 

Ile (T) 1.4 Leu (L) 6.9 


2.4.2 二 级 结构 
蛋白 二 级 结构 预测 (图 1)， 该 蛋白 二 级 结构 主要 是 无 规则 卷曲 ， 其 次 是 a- 螺 旋 ， 其 中 所 占 比例 


分 别 为 56.88% 和 27.52%， 延 伸 链 占 比 为 13.76%，B- 转 角 占 比 最 小 (1.83%)。 


mmn mr wd 中 ml mm Io] 


无 规则 郑 曲 6 转角 延伸 链 siti 


Random coil Beta tom Extended chain Alpha-helix 


o- 螺 旋 Ch); B- 转 角 (D; 无 规则 卷 (c); 延伸 链 〈e)。 
Alpha-helix (h); Beta turn(t); Random coil (c); Extended chain (e). 
图 1 CBF4 基 因 编 码 重 白 二 级 结构 预测 结 
Fig. 1 Prediction results of the secondary structure of the CBF4 gene encoded protein 

通过 ProtScale 分 析 CBF4 EAMA (E 20, Pdl Zi AR DLE RET EC TRUE I S TK 
区 域 。 跨 膜 域 的 预测 结果 〈 图 3) ER, CBF 蛋白 是 一 个 膜 外 蛋白 ， 没 有 发 现 跨 膜 螺旋 区 域 ， 这 与 
没有 明显 疏水 区 域 的 预测 结果 一 致 。 利 用 SignalP4.0 在 线 工具 预测 分 析 信 号 肽 ， 对 于 CBF4 和 蛋白 (图 
4), ， 总 结 分 析 得 到 预测 的 目的 蛋白 中 不 存在 信号 肽 。 
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Fig. 2 Analysis of the affinity and hydrophobicity of CBF4 protein 
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4 CBF4 蛋白 信号 肽 结果 
Fig. 4 Results of CBF4 protein Signal peptides 
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2.1.3 人 磷酸 化 位 点 和 糖 基 化 位 点 预测 
分 别 通 过 KinasePhos 和 NetOGlyc 4.0 PAMIR% CBF4 蛋白 的 磷酸 化 和 糖 基 化 位 点 ， 表 明 该 蛋白 
含有 5 个 磷酸 化 位 点 〈 图 5) 和 14 个 糖 基 化 位 点 。 


DYRA_MOUSE 


图 5 磷酸 化 位 点 预测 结果 
Fig. 5 Results of phosphorylation site prediction 

2.1.4 CBF4 和 蛋白 的 细胞 定位 

通过 PSORT Prediction 预测 葡萄 CBF4 和 蛋白 的 细胞 定位 ， 结 构 显 示 该 蛋白 定位 在 细胞 核 内 ， 
此 可 以 推断 ， 葡 萄 CBF4 基因 主要 在 细胞 核 内 发 挥 生物 学 作用 。 
2.1.5. 结构 域 预测 
点 用 NCBI 中 的 CDD 数据 库 预 测 葡萄 CBF4 蛋白 的 保守 结构 域 ， 预 测 结 果 (图 6) 显示 葡萄 
CBF4 蛋白 的 氨基 酸 序 列 的 第 57 位 至 第 115 位 为 AP2 超 家 族 结构 域 ， 在 进化 上 非常 保守 ， 该 结构 域 
对 和 蛋白 功能 的 发 挥 非常 重要 。 


1 25 50 75 100 125 150 175 200 216 
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Specific hits g r 
图 6 结构 域 预测 结果 


Fig. 6 Results of domain prediction 
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2.1.6 三 级 结构 预测 
通过 同 源 建 模 方法 构建 葡萄 CBF4 基因 和 蛋白 的 三 级 结构 〈 图 7)， 结 果 显 示 该 蛋白 三 级 结构 
由 o- 螺 旋 和 无 规则 卷曲 折 县 形成 ， 其 预测 结果 和 二 级 结构 相 一 致 。 


uu 


图 7 和 蛋白 三 级 结构 的 预测 
Fig. 7 Projection of tertiary structure of protein 
2.2 CBF4 蛋白 进化 树 构建 及 多 序列 比 对 分 析 
将 葡萄 CBF4 基 因 的 序列 与 同一 物种 及 其 他 相近 物种 的 序列 进行 比 对 分 析 ( 图 8), 结果 显示 酿酒 
j 萄 与 美洲 葡萄 同 源 性 最 高 ， 为 99.62%， 与 洋 获 、 短 脚 草 、 疏 山 虎 、 儿 猴 桃 、 白 桃 、 花 生 、 茶 花 、 
x &E RE DRE [e] Ji PE 4-9] 7399.6496. 92.7896. 93.3196. 85.7196. 81.5596. 81.2396. 80.1396. 78.5196 
175.4990. 
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3E 8] Cissus zicyoidez 
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F Camellia sinensis 
&£ Bertula platyphy 
Zz & Arachis hypogaea 
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ZE Erythranthe guttatus 
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图 8 多 序列 比 对 结果 
Fig. 8 Results of multiple sequence alignment 
葡萄 CBF4 基 因 与 13 种 同 物种 和 相近 物种 同 源 序列 的 系统 进化 树 如 图 9 所 示 ， 酿 酒 葡 区 与 美洲 葡 
列 的 关系 最 密切 ， 其 次 是 河岸 简 欧 、 山 葡萄 、 沙 地 简 萄 、 洋 欧 、 疏 山 虎 、 短 脚 草 ， 与 猕猴 桃 、 茶 花 、 
和 白桦、 花生 、 亦 倒 、 咖 啡 关系 较 远 ， 遗 传 距离 也 随 之 增加 。 


酿酒 葡萄 Vitis vinifera CBF4 
美洲 葡萄 Vitis labrusca 

河岸 葡萄 Vitis riparia 
山葡萄 Vitis amurensis 


沙 地 葡萄 Vitis rupestris 


洋 世 Cissus sicyoides isolate 


EL Parthenocissus inserta 


短 脚 草 Ampelopsis brevipedunculata 
[- BMRBE Actinidia arguta 
L— 茶花 Camellia sinensis 
— [HE Betula platyphylla 


花生 Arachis hypogaea 


Jk8E Erythranthe guttatus 
咖啡 Coffea eugenioides 


9 系统 进化 树 构建 结果 
Fig. 9 Results of system evolution tree construction 

2.3 葡萄 CBF4 基因 在 低温 胁迫 下 的 表达 

和 葡萄 水 培 苗 经 低温 胁迫 处 理 后 ，CBF4 基 因 的 表达 结果 显示 ， 低 温 胁 迫 下 葡萄 叶片 CBF4 基 因 随 
低温 处 理 时 间 延 长 相对 表达 水 平 显 著 上 调 , 低温 胁迫 3、9h 的 上 调幅 度 分 别 为 对 照 的 1.209 倍 、13.812 
音 ， 施 加 外 源 硅 后 常温 条 件 下 CBF4 基 因 表达 水 平 上 调 但 差异 不 显著 ,低温 条 件 下 CBF4 基 因 表 达 水 
平 下 调 ( 图 10: A)。 在 相同 处 理 时 间 内 ， 低 温 胁迫 相对 常温 比较 葡萄 根部 相对 表达 水 平 下 调 ，3、9 
h 的 下 调幅 度 分 别 为 对 照 的 0.573 倍 、0.422 倍 ; 在 常温 及 低温 条 件 下 ， 施 硅 处 理 较 对 照 CBF4 基 因 表 
达 均 上 调 ( 图 10: B). 
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A. 叶片 ，B. 根部 。 不 同 小 写字 母 代表 差异 显著 (P<0.05)。 
A. Leaves; B. Roots. Different small letters indicate significant differences (P=0.05). 


图 10 CBF4 基 


因 在 低温 胁迫 下 的 表达 分 析 


Fig. 10 Expression analysis of CBF4 gene under low temperature stress 
3 讨论 与 结论 
植物 受到 逆境 胁迫 会 使 植物 在 生长 发 育 、 形 态 建成 、 物 质 和 能 量 代谢 等 方面 发 生 一 系列 的 变化 。 


相 比 于 传统 育种 ， 利 用 生物 信息 学 能 够 快速 准确 的 探索 植物 抗 逆 基因 资源 ， 克 隆 相关 基因 并 且 利 用 


相关 基因 提高 植物 抗 逆 物 


E CURAR, 20150 。 酿 酒 葡萄 的 种 植 会 受到 冷冻 、 干 旱 和 高 盐 的 限制 ， 低 


于 -20 作 的 温度 会 对 葡 衡 树 造成 不 可 逆转 的 损害 ， 影 响 许多 葡萄 栽培 种 的 产量 ， 降 低 种 植 者 收入 ， 


2008)。 将 欧洲 越 村 中 
述 ，CBF 基因 参与 了 植物 体 低温 胁迫 的 1 


的 CBF7 基 


若 将 相关 抗 性 基因 克隆 并 转 入 酿酒 葡萄 中 ， 则 可 以 显著 提高 酿酒 葡萄 的 产量 。 
因子 的 研究 较为 深入 和 广泛 ， 该 转录 因子 在 植物 非 生物 胁迫 方面 发 挥 着 重要 作用 (Feng et al., 2011; 


目前 ， 对 于 CBF 转录 


Novillo et al., 2012) 。 研 究 发 现 At CBF1 基因 在 马 铃 葛 中 超 表 达 , 能 够 增 DEL 的 抗 寒 性 (Pino et al., 
因 在 拟 南 芥 中 超 表达 可 增强 其 抗 寒 性 (Oakenfull et al., 2013)。 综 上 所 
向 应 ， 这 与 本 研究 结果 保持 一 致 。 


通过 分 析 可 知 ， 葡 萄 CBFA 和 蛋白 氨基 酸 组 成 中 极 性 氨基 酸 占 56.9%， 非 极 性 氨基 酸 占 43.1%, 


CBF4 策 白 无 信号 肽 ,是 


个 不 稳定 的 、 亲 水 的 、 脂 浴 性 较 差 的 膜 外 蛋白 ， 与 极 性 氨基 酸 所 占 比 例 一 


致 。 采 用 SOPMA 及 SWISS-MODEL 分 别 预测 CBFA 和 蛋白 二 级 和 三 级 结构 ， 表 明 该 蛋白 主要 结构 单 
元 是 无 规则 卷曲 ， 其 次 是 a- 螺 旋 ， 其 中 所 占 比例 分 别 为 56.88% 和 27.52%， 该 结果 为 研究 CBF4 d 


殉 与 美洲 葡萄 


男 一 方面 也 表 


葡萄 CBF4 蛋 


守 结 合 大 家 族 中 的 CBF/DREB 家 族 ， 
高 度 保守 性 ， 该 结构 域 对 


因 的 表达 ， 


编码 蛋白 功 


因 及 其 编码 产物 的 结构 和 功能 提供 了 更 多 的 信息 。 
的 同 源 性 最 高 、 亲 缘 关 系 最 近 ， 这 种 同 源 性 一 方面 体现 出 各 物种 间 亲 缘 关 系 的 远近 ， 
明 多 个 不 同 物种 的 CBF4 基因 编码 产物 在 结构 特征 中 比较 稳定 ， 保 守 性 较 高 。 通 过 对 
白 的 结构 域 分 析 得 到 ， 葡 萄 CBF4 包含 一 个 AP2/EREBP 结构 域 , 属于 AP2 型 DNA f 


具有 该 家 族 典 型 的 特征 ， 含 有 YRG 元 件 和 WLG 基 
能 发 挥 着 极其 重要 的 作用 ， 可 调节 植物 抵御 低温 和 干旱 相关 基 
EJ CBF4 基因 与 植物 逆境 胁迫 可 能 密切 相关 《〈 韩 志 萍 等 ，2006; 邵 文 靖 等 ， 


CBF4 蛋白 的 多 序列 和 系统 进化 分 析 表 明 , 酿酒 葡 


Y, RA 


— 


2020) , 


这 说 明 CBF4 在 葡萄 的 抗 逆 性 中 有 着 非常 重要 的 作用 ， 具 有 深入 研究 的 价值 。 


低温 能 够 诱导 大 多 数 植物 体内 的 CBF 基因 表达 ， 如 山 葡 葡 在 寒冷 、 盐 度 、 脱 落 酸 和 水 杨 酸 处 理 


下 ，CBF4 转录 本 积累 增加 (Dong et al., 2013 )。 在 葡萄 树 中 ，CBF4 基因 通常 是 通过 冷 处 理 诱导 的 ， 
低温 条 件 下 葡萄 CBF4 转录 水 平 相对 快速 地 增加 ， 并 且 可 以 在 叶片 中 保持 好 多 天 (Xiao et al, 


20100 。 本 研究 分 析 表 明 ， 发 现 CBF4 基 
是 因为 CBF 转录 激活 


因 低温 胁迫 3、9 h 在 葡萄 叶片 中 表达 水 平 显著 上 调 ， 可 能 
因子 与 CRT/DRE 调控 元 件 特异 性 结合 ， 激 活 启 动 子 中 目的 基因 表达 ， 说 明 


CBF4 基因 可 能 参与 了 葡 葡 叶片 响应 外 界 冷 胁 迫 的 信号 途径 ， 因 此 推测 出 CBF4 基因 可 能 参与 了 葡萄 


| 片 低 温 胁 迫 的 响应 。 低 温 条 件 下 施加 硅 酸 钾 ， 在 葡萄 叶片 中 的 表达 下 调 ， 而 在 葡 葡 根 部 表达 上 
恒 ， 可 能 是 因为 葡萄 根部 对 低温 和 硅 酸 钾 交 互 作用 比较 敏感 ， 揭 示 了 该 基因 在 不 同 的 葡萄 组 织 中 对 


m A X 


酸 钾 的 响应 机 制 可 能 不 同 。 HB 


TH 


1 应 对 低温 伤害 的 方法 中 使 用 外 源 物质 提高 作物 抗 性 的 方法 更 为 简 


名 ， 并 且 效 果 显 著 ， 为 了 防止 葡萄 受到 低温 伤害 ， 应 该 在 根部 追 施 硅 肥 ， 该 研究 进一步 为 施用 外 源 
生 提 高 葡萄 抗 寒 性 提供 理论 依据 。 
本 研究 对 CBF4 基 


因 编 码 的 蛋白 进行 全 面 的 生物 信息 学 及 低温 和 硅 酸 钾 响应 分 析 ， 结 果 显示 低 


温 胁迫 后 CBF4 基因 在 葡萄 叶片 中 表达 水 平 上 调 ， 说 明 CBF4 基因 可 能 参与 了 葡 菊 叶片 低温 胁迫 的 
响应 。 低温 条 件 下 施加 硅 酸 钾 后 ，CBF4 基因 在 不 同 的 葡萄 组 织 中 对 RER 的 响应 不 同 ， 说 明 该 基因 
表达 具有 组 织 特异 性 。 本 研究 对 深入 了 解 CBF4 基因 在 葡萄 非 生物 逆境 胁迫 中 的 功能 ， 分 析 CBF4 
蛋白 对 植物 抗 逆 的 分 子 机 制 ， 以 及 深入 探究 外 源 硅 对 葡 菊 抗 寒 调节 机 理 ， 为 甘肃 乃至 北方 酿酒 葡萄 
抗 寒 栽培 提供 理论 基础 和 实践 指导 
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